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研究成果の概要（和文）：敗血症の定義の改定により、DAMPsが注目されている。代表的な分子にヒストン4種
類、ヌクレオフォスミンがあり、これらの封じ込めは必須である。最近、HMGB1の分子内にHMGB1の炎症作用を抑
制する部位が発見され、さらに、NPM1の封じ込めにもNPM1のC末側を見出されている。それらいずれもαヘリッ
クス構造をしている。よって、本研究の目的は「DAMPs自身に制御する断片の発見を証明する」である。それを
解決するために、上述のDAMPs分子内のαヘリックス構造部位を探索し、それら自身が制御できるかを検証し
た。その結果、ヒストン分子内にDAMPs・ヒストンの機能を制御する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：With the revision of the definition of sepsis, DAMPs (Damage-Associated 
Molecular Patterns) have attracted attention. Representative molecules include four types of 
histones and nucleophosmin, and their containment is essential. Recently, a site within the HMGB1 
molecule that suppresses HMGB1's inflammatory action has been discovered, and similarly, the 
C-terminal of NPM1 has been identified for the containment of NPM1. Both structures are α-helices. 
Therefore, the purpose of this study is to "demonstrate the discovery of fragments within DAMPs that
 can regulate themselves." To address this, we explored the α-helix structural sites within the 
DAMPs and verified whether they can self-regulate. As a result, it was suggested that there is a 
possibility of controlling the function of DAMPs and histones within histone molecules.

研究分野： 救急医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
敗血症の治療法には、TLR4に対するアンタゴニスト、細胞内シグナル伝達阻害剤が開発された。しかし、効果を
示すものの予後に影響を与えなかった。すなわち、DAMPsの機能を制御できなかった。最近、HMGB1のA-box側に
DAMPsとしてのHMGB1の炎症作用を抑制することが報告された。すなわち、DAMPs内に抗炎症ペプチドが見出され
た。よって、DAMPsを直接制御できる新規治療法・ペプチド療法の可能性がαヘリックス配列に示唆された。本
研究において、ヒストンにもその可能性を見出せたことは、今後の敗血症の新規治療法の確立に意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
1999 年、細胞の核内の分子・High Mobility Group Box
（HMGB）１が敗血症のメディエーターとして報告され、傷
害 関 連 分 子 パ タ ー ン ・ Damage-Associated Molecular 
Patterns（DAMPs（ダンプス））が注目された。さらに 2016
年、敗血症の定義が「感染症が疑われ、生命を脅かす臓
器障害」と改定された。その改定は臓器（細胞）障害から
放出される DAMPs に起因する。有名な分子に細胞内で
最も多い分子群の核内タンパク質（ヒストン（H2A、H2B、
H3、H4）、HMGB１、ヌクレオフォスミン 1（NPM1））があり、
受容体は Toll-like receptor（TLR）4 と同定された。 
  敗血症の治療法には、TLR4 に対するアンタゴニスト、
細胞内シグナル伝達阻害剤が開発された。しかし、効果を
示すものの予後に影響を与えなかった。すなわち、
DAMPs の機能を制御できなかった。よって新規敗血症の
治療法の確立は喫緊の課題である。最近、HMGB1 の A-
box 側に DAMPs としての HMGB1 の炎症作用を抑制が見
出されている（図 1）。すなわち、DAMPs 内に抗炎症ペプ
チドが見出された。よって、DAMPs を直接制御できる新規
治療法・ペプチド療法の可能性がαヘリックス配列に示唆
された。 
 
２．研究の目的 
 
敗血症の定義の改定からも、DAMPs の制御は必須であ
る。しかし、その制御対象は受容体のみであり、敗血症の
予後に影響を与えなかった。NPM1 分子内にそれ自身を
制御する断片を発見したため（（1）、図 2）、本研究の目
的は、DAMPs 自身に制御する断片の発見（主にαヘリッ
クス構造）を証明することである。 
  そのために、DAMPs 分子の立体構造から各断片が
DAMPs 自身と結合できるかを、培養細胞内でのペプチド
の機能検証を行うことが目的である。 
 
３．研究の方法 
 
1） 本研究の目的「DAMPs 自身に制御する断片の発見

を証明する」において、DAMPs 断片の合成は必須
である。したがって、ウェブの Uniport 上にて、
はαヘリックス構造部位を探索した。 
 

2） 大腸菌発現系を用いたヒストンペプチドの単離（2） 
BL21株に pGEX6p に挿入したヒストンペプチドの遺伝子配列部位をトランスフェクション後、クロー
ンの発現を確認した。次に、IPTG を用いて、それぞれの GST タンパク質を発現させ、Turbo3C（ナ
カライテスク社）にて目的のペプチドのみを回収した。回収後は、15％SDS-PAGE にて発現を確認
した。 
 

3） THP-1 細胞の分化 
THP-1 細胞にホルボールミリステートエステル（PMA）を 48 時間添加した（3）。その後マク
ロファージのマーカーの CD68 にて、分化を確認した。これ以降、分化させた THP-1 細胞を
PMA-THP-1 細胞とする。 
 

4） ペプチドによるサイトカイン（TNF-α）産生抑制の効果 
PMA-THP-1 細胞（5×105/well）を 24well プレートに播種し、ヒストン H2A（最終濃度 1μ
M）を添加する。さらに、ヒストン H2A 分子内のαヘリックス部位（最終濃度 3μM）も同
時に添加した。4時間後、培地を回収し ELISA（Biolegend 社）にて TNF-αを検出した。 
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5） TNF-αの検出 

Biolegend 社の ELISA MAX™ Standard Set Human TNF-αを用いて測定した。検出方法はキ
ット内のプロトコールにしたがった。 
 

6） 細胞生存アッセイ 
PMA-THP-1 細胞（5×105/well）を 24well プレートに播種し、ヒストン H2A（最終濃度 1μ
M）を添加する。さらに、ヒストン H2A 分子内のαヘリックス部位（最終濃度 3μM）も同
時に添加した。4時間後、WST-8（ナカライテスク社）を添加し、OD450nM にて細胞生存を調
べた。 

 
４．研究成果 
 
ヒストン H2A は、すでに炎症性サイトカインを産生することが報告されている（4）。本研究で
は、ヒストン H2A の最適濃度を決定した。その結果、1μMが最適であった。 
 次に、インタクトなヒストン H2A 刺激前に、ヒストン H2A ペプチドと混合し、それを PMA-THP-
1 細胞に添加した。同時に、細胞生存アッセイも行った。 
 その結果、ヒストン H2A ペプチドは、インタクトなヒストン H2A 刺激の TNF-αの産生を明ら
かに抑制した。なお、この検出方法は、細胞増殖アッセイのデータを元に算出した。このように、
ヒストン H2A に関しては、分子内にヒストン H2A を制御するαヘリックス構造が存在していた。
次は、マウスなどを用いて、さらに検証を行う予定である。残念ながら、他のヒストン（ヒスト
ン H2B、H3、H4）に関して、分子内の制御ペプチドを検証した結果、それらの制御が検証できな
かった。さらなる他のアプローチを検討する予定である。いずれにしても、αヘリックス構造が
DAMPs 分子の抗炎症作用を制御できたことは、新規の敗血症治療の可能性を示すことができた。 
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